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研究成果の概要（和文）：　緻密な運動制御に重要な小脳神経の変性は、重篤な運動失調を生じる。根治療法のない脊
髄小脳変性症を視野に、ヒトES・iPS細胞から小脳神経細胞の分化誘導を行い、ヒト由来細胞の疾患モデル化による疾
患の原因究明や創薬へ結びつける。３次元浮遊培養による分化誘導で培養初期のFgf2の添加は、培地含有のインスリン
との協調作用により、菱脳峡オーガナイザーを形成し、自律的な小脳神経細胞、特にプルキンエ細胞や顆粒細胞などの
効率的な分化を誘導した。培養途中でのFgf19およびCXCL12の添加は極性を伴った小脳組織の構築に寄与した。本研究
によって、ヒトES・iPS細胞から小脳神経細胞の誘導と組織構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：Purkinje cells are the sole output neurons of the cerebellar cortex and their 
dysfunction causes severe ataxia. We found that both Purkinje cells and granule cells could be 
effectively generated from human pluripotent stem (ES and iPS) cells by recapitulating the 
self-inducitive signaling microenvironments of the isthmic organizer. The cerebellar neuroepithelium 
(NE), formed in response to the combination of Fgf2 and insulin, differentiated into 
electrophysiologically functional Purkinje cells. The addition of Fgf19 and CXCL12 promotes the 
generation a continuous cerebellar plate NE and a three-layer cytoarchitecture similar to the embryonic 
cerebellum. Thus, human pluripotent stem cells-derived cerebellar progenitors exhibit substantial 
self-organizing potential for generating a polarized structure reminiscent of the early human cerebellum.

研究分野：神経発生
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１．研究開始当初の背景 
（１）運動失調が主症状の神経疾患である脊
髄小脳変性症は、その多くが原因不明の孤発
性である。原因遺伝子の明らかな遺伝性もの
も含め、発症機序が不明なため、根治療法は
まだない。特に小脳皮質唯一の出力細胞であ
るプルキンエ細胞の変性・脱落は重篤な小脳
性運動失調を招く。原因の解明・根治療法の
開発・創薬研究を目指した実験動物レベルの
研究は多いが、ヒト由来細胞による疾患モデ
ルの開発が望まれている。 
 
（２）研究代表者は、マウス胚性幹細胞（ES
細胞）から効率よく、且つ選択的に小脳顆粒
細胞およびプルキンエ細胞を分化誘導する
事に成功している（Su et al., Dev. Biolo., 
2006, Muguruma et al., Nature Neurosci, 
2010）。高効率な分化誘導は、小脳の発生過
程を試験管内で再現する事によって初めて
可能となり、生体と同様の発生の過程を経て
得られた ES細胞由来のプルキンエ細胞は、
電気生理学的解析や組織形態学的解析から、
本来の細胞と遜色のない機能的特徴を備え
ている事が分かった。 
 
２．研究の目的 
（１）先行研究としてマウス ES細胞で確立
した小脳プルキンエ細胞の 3次元浮遊培養法
を用いた分化誘導法を、ヒト多能性幹細胞に
応用し、小脳神経細胞の効率的な分化誘導と
神経ネットワークなどの機能性を持ち合わ
せた小脳組織の作製方法の開発を行う。 
 
（２）開発した分化誘導方法のヒト iPS細胞
への応用を試みる。患者から提供された体細
胞に由来する疾患特異的 iPS細胞に活用する
事により、病気の原因究明や創薬開発に活か
す。ヒト由来細胞による疾患モデル化へと結
びつける事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト多能性幹細胞のうち比較的扱いや
すい ES 細胞を用いる。創薬や臨床応用を念
頭に課題を遂行するので効率的な分化誘導
方法である事を最大限追求する。これまでの
研究から、発生過程の再現が出来れば、生体
本来の機能を持つ細胞が効率よく得られる
と予想できる。試験管内で小脳の発生過程を
再現するため、マウス ES 細胞からの分化誘
導法と同様、培養液として無血清完全化学合
成培地を用い、低タンパク質吸着仕様の 96
穴培養プレートに数千個/穴の割合でES細胞
を播種し、神経前駆細胞からなる細胞凝集塊
を作製する。小脳の発生に必須の菱脳峡オー
ガナイザーの形成を促すために、塩基性線維
芽細胞増殖因子（FGF2）をはじめ神経管発生
の時間軸に沿った関連因子の効果をスクリ
ーニングする。解析は主に、組織学的、定量
的遺伝子発現解析を用いる。 
 

（２）菱脳峡オーガナイザーの誘導によって
小脳領域を含む中脳—後脳吻側部が形成され
るので、ここからさらに小脳へと領域化を進
める。具体的には背側化因子の添加、あるい
は腹側化因子の阻害によって、神経管におけ
る背腹軸情報の制御をおこなう。これによっ
て、ヒト多能性幹細胞から神経前駆細胞、さ
らには小脳細胞への領域化が行われる事と
なる。 
 
（３）ヒト ES 由来プルキンエ細胞の純化な
らびに細胞系譜追跡のために、プルキンエ細
胞前駆細胞に特異的に発現する遺伝子座（具
体的には KIRREL2）にレポータータンパクを
ノックインした ES 細胞を樹立する。また、
ヒトKIRREL2タンパクに対する抗体の作製も
行う。純化した前駆細胞を長期培養する事に
より、プルキンエ細胞の成熟を促し、細胞と
しての形態学的、組織学的、電気生理学的機
能を有するかを解析する。 
 
（４）３次元構造を伴った小脳組織を作製す
るため、プルキンエ細胞以外の小脳を構築す
る細胞の分化誘導も行う。小脳はその構成細
胞が異なる二つの領域から生み出されるた
め（菱脳唇と脳室帯）、組織としての小脳を
作製するためにはこの二つの領域を同時に
誘導する必要がある。しかしながら、マウス
ES 細胞からの分化誘導法では、プルキンエ細
胞が生み出される脳室帯と、顆粒細胞が生み
出される菱脳唇を同じ方法で同時に誘導す
る事は出来なかった。本課題ではヒト ES 細
胞を用い、これら二つの領域を同時に誘導す
るために必要な因子の探索を行い、層構造を
伴った立体的な小脳組織の構築を目指す。 
 
（５）上記（１〜４）で得られた方法をヒト
iPS 細胞へ活用し、疾患特異的 iPS 細胞から
のプルキンエ細胞および小脳組織の分化誘
導を行う。 
 
４．研究成果 
（１）ROCK 阻害剤（Y-27632）と TGF-β阻害
剤（SB431542）を添加する事で、完全化学合
成培地によって、ヒト ES 細胞から神経前駆
細胞へと効率的に分化させる事が出来た。培
養開始初期に添加した FGF2 は、培地に含ま
れるインスリンと協調的に作用し、菱脳峡オ
ーガナイザーの形成を促した。細胞特異的マ
ーカー分子の発現解析などから、オーガナイ
ザーの形成（Fgf8, Wnt1, En2 の発現）に引
き続き、小脳の発生過程が再現されたことが
わかった（Kirrel2, Ptf1a, Lhx1/5, SKOR2, 
Olig2などの発現）。ヒトES細胞においても、
オーガナイザーが形成されると、自律的に小
脳神経細胞へと分化誘導が進む事が明らか
となった。 
 
（２）Zinc-finger nuclease（ZFN）を用い、
プルキンエ細胞前駆細胞特異的に発現する



Kirrel2 遺伝子座にレポータータンパクを挿
入した ES 細胞の樹立を行った。Kirrel2 に対
する抗体の作製を試みていたところ、市販抗
体で特異性に良好なものを得ることができ
た。レポータータンパクの発現、あるいは
Kirrel2 抗体を活用して、前駆細胞の純化を
行ったところ、分化効率は神経前駆細胞中の
約 3割に達し、純化した前駆細胞のほぼ９割
が成熟プルキンエ細胞へと分化する事が分
かった。 
 
（３）純化したプルキンエ前駆細胞は、それ
単独では長期生存が困難で、形態学的にも機
能的にも成熟する事が難しい。そこで、プル
キンエ前駆細胞からの成熟には、マウス小脳
菱脳唇由来の顆粒細胞との共培養系を利用
した。ヒト ES 細胞由来プルキンエ細胞は形
態学的（大きな細胞体、特徴的な樹状突起の
伸展、樹状突起スパインの存在など）、組織
学的（GRID2,L7/PCP2, Calbindin など）にも
ヒト生体内のプルキンエ細胞とほぼ同様の
特徴を示した。電気生理学的特徴はマウスや
ラット小脳のプルキンエ細胞とほぼ同じで
あることがわかった（自発的な繰り返し発火
パターン、興奮性入力の受容体選択性）。ヒ
ト由来のプルキンエ細胞を用いた電気生理
学的解析は、本研究が世界に先駆けての報告
となった。 
 
（４）上記で確立した自己組織的な分化誘導
法では、プルキンエ細胞が生み出される脳室
帯に由来するその他の細胞として、ゴルジ細
胞が誘導された。また同時に、菱脳唇由来の
顆粒細胞や深部小脳核細胞が分化誘導され
る事も確認できた。 
 
（５）複数種類の小脳細胞が同時に分化誘導
できたため、組織構造の構築を可能にする方
法を検討したところ、FGF19 と CXCL12 を培養
途中で添加することによって、プルキンエ細
胞前駆細胞と顆粒細胞前駆細胞から成る、妊
娠初期の小脳組織に相当する層構造が形成
されることがわかった。 
 
（６）本課題で見いだした分化誘導法を健常
者由来のヒト iPS 細胞に適用したところ、プ
ルキンエ細胞の分化誘導が可能であった。ま
た、一部の脊髄小脳変性症の型(SCA6 など)
由来の iPS細胞からもプルキンエ細胞の分化
誘導に成功した。 
 
（７）以上の通り、完全化学合成培地を用い
た3次元浮遊培養法によってヒト多能性幹細
胞から小脳神経細胞が分化誘導された。本誘
導法が、ヒト iPS 細胞に活用できる事も確認
できた。また、発生初期の小脳組織の構築も
可能な培養方法を開発する事が出来た。 
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